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1型アデノ随伴ウイルスベクターを用いた
WPREの血友病：B遺伝子発現効果の検討
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【目的】血友病Bは血液凝固第IX因子（FIX）遺伝子
異常により出血傾向を示す遺伝性疾患であり、因子活
性1％未満の重症型とそれ以上とでは出血頻度に著し
い差がある。このことは、わずか数％の活性上昇が頻
回の出血から開放し得る可能性を有し、遺伝子治療の
最適候補として治療用ベクターの開発が早くから行
われてきた。アデノ随伴ウイルス（AAV）は、その幅
広い宿主域、ヒトへの非病原性、非分裂細胞への導入
可能なことから、多くの遺伝子性疾患に応用されてい
る。一方、WPRE（Woodchuck　hepatitis　virus　posttran－
scriptional　regulatory　element）が哺乳動物細胞にて遺
伝子発現を高めることが報告された（Donelloら、
1999）。私たちは、セロタイプ1型AAV（AAVI）を用
いてヒトFIX（hFIX）遺伝子とともにWPREを組み
込むことで、血友病のphenotypeを変えうる可能性を
検討した。
【方法】①CMVプロモーターに、サイズの異なるイン
トロンを有するhFIX遺伝子とともに31UTR内に
WPREを挿入したAAVをベースとした各種プラス
ミドを作製した。②これらを293細胞にトランス
フェクションし、培養上清中の因子量を測定した。③
効果を確認されたプラスミドは、ヘルパーおよびアデ
ノウイルスプラスミドとともにリコンビナント
AAV1ベクターを作製し、　in　vitroおよびin　vivoにて
評価した。
【結果】①各種プラスミドのin　vitroトランスフェク
ションの結果、イントロンの有無により約3倍、
WPRE挿入の有無により約15－2倍の差異を認めた。
②挿入イントロンサイズの大きいものの発現量が約
2倍高かった。③動物実験においてrAAV　Iベクター
は十分なhFIXタンパクの発現（正常レベルの約
10％）を認めたが一過性であった。
【結語】①WPREは発現をエンハンスするtoolとし
て有用であると考えられた。②サイズの大きいイン
トロンを挿入したベクターほど高い発現効果が得ら
れた。③FIX遺伝子の発現はWPER挿入による3〆
UTRのdeletionに影響されなかった。本研究の一部
は平成14年東京医科大学研究助成金を受けて行われ
た。
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ラット培養肝細胞を用いた新しいタイプの人工
肝臓による肝不全血漿の再利用の可能性～オフ
ライン型バイオ人工肝の検討～
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【緒言】患者とバイオ人工肝を切り離し、血漿交換で分
離された血漿を肝細胞に接触させ浄化し患者に戻す
新しいBAL（Bioartificial　Liver）を検討した。工学的
人工肝臓である血漿交換との比較から新鮮凍結血漿
の量を削減する新しいタ’イブの人工肝臓を作成する。
【材料と方法】SDラットに90％肝切除を行い、肝不全
モデルとした。
　ラットより分離肝実質細胞を得て、初代単層培養を
行った。
（in　vitro実験群）分離した肝細胞を播種したdishを
人工肝臓とし、90％肝切除後6時間の血漿（肝不全血
漿）を培地と交換し接触させた（BAL群）。　control群
は肝細胞の無いdishとし、検体を採取しGOT，　GPT，
T－Bil，　TNF一αを測定した。
（in　vivo実験：群）90％肝切除後12時間後のラットに
肝細胞と12時間接触させた肝不全血漿と正常赤血球
を用いて血液交換を施行した（BAL群）。　control群と
して肝細胞と接触の無い肝不全血漿、治療群として正
常血漿を用いて交換した（Plasma　Exchange：PE群）
を作成した。GoT，　GPT，　T－Bil，　TNF一αを測定し、肝
重量を計測し、PCNAindexを評価した。
【結果】vitroではBAL群およびcontrol群の問におい
てGoT、　GPT、　T－Bil、　TNF一αに有意な差は認めなかっ
た。vivoにおいてTNF一αはcontrol群では血液交換
前後で倍以上の上昇が認められたが，BAL群と治療群
であるPE群では僅かな上昇であった。　PCNA　labe－
ling　indexではBAL群はcontrol群と比較し高い傾向
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